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一つである p75 強陽性細胞を FACS 解析にて同定した。また免疫染色により p75 陽
性細胞は他の神経堤細胞マーカーである TFAP2A も陽性であることを確認した。
FACS sorting により p75 強陽性細胞を抽出し、その他の神経堤マーカーについて
RT-QPCR およびマイクロアレイによる網羅的遺伝子解析にて陽性であることを確認
した。我々は、Wnt signal である GSK３β阻害剤の濃度を調節することで、高効率
（70-80％）に p75 強陽性細胞を誘導することに成功した。誘導した細胞は神経堤細
胞のもつ分化能と同様に末梢神経細胞、グリア細胞、色素細胞、角膜内皮細胞への分
化能を有していた。また、化学合成培地に EGF(Epidermal Growth Factor)と
bFGF(basic Fibroblast Growth Factor)を添加することで、同細胞は少なくとも１０回
の継代培養が可能であった。間葉系間質細胞の一部は神経堤細胞由来であり、頭頸部
の骨格、軟骨形成に関与しているとされている。我々は、次に神経堤細胞由来間葉系
間質細胞の誘導を間葉系幹細胞培養（Mesenchymal Stem Cell 以下 MSC）培地でも
ある１０％牛血清含有培地に培地を変更することで行った。同条件で２週間培養を行
うと、神経堤細胞は形態を変化させ MSC 様になり、この細胞は MSC のマーカーで
ある CD73、CD105、CD44 が陽性となり CD45 が陰性となった。網羅的遺伝子解析
では primary human bone marrow MSC と遺伝子情報が極めて類似していた。また、
誘導された間葉系間質細胞は骨・軟骨・脂肪への分化能を有していた。さらに我々は、
















  論文審査の結果の要旨 
 本研究では、ヒト多能性幹細胞（iPS 細胞および ES 細胞:以下 PSC）から将来の細胞治
療のために有用であるとされる神経堤細胞(Neural crest cells:以下 NCC)および間葉系
間質細胞（Mesenchymal stromal cell:以下 MSC）の誘導を試みた。化学合成培地を基本
培地として、GSK3β阻害剤および TGFβ阻害剤と最小限の成長因子（インスリン）を添
加した培地で培養を行うと、PSC は細胞の形態を変化させた。この細胞に対して FACS 解
析を行うと、これらの細胞の多くは p75 強陽性であり、同細胞は NCC 関連遺伝子を多く
発現していた。Wnt signal 活性化作用を有する GSK３β阻害剤の濃度を調節すること
で、高効率（70-80％）に NCC を誘導することに成功した。また誘導した NCC は、化学合
成培地に EGF(Epidermal Growth Factor)と bFGF(basic Fibroblast Growth Factor)を添
加することで、少なくとも１０回の継代培養が可能であった。誘導した NCC は、末梢神
経細胞・グリア細胞・色素細胞・角膜内皮細胞への分化能を有していた。次に、NCC か
ら MSC の誘導を試みた。NCC をヒト primary MSC 培養培地で２週間培養を行うと、細胞
形態は変化し、MSC 関連マーカーの発現を認めた。誘導された MSC は骨・軟骨・脂肪へ
の分化能を有していた。将来の細胞移植治療のためには、樹立・誘導・培養において動
物由来因子を極力排除することが求められる。そこで、動物由来因子を使用せずに樹
立・培養された iPS 細胞（feeder free iPS 細胞）から化学合成培地で NCC を誘導し、




去し、効率的かつ簡便に NCC および MSC を誘導することを目指して行われた。誘導され
た NCC および MSC は継代培養および凍結保存が可能であり、移植治療に用いられる最終
分化細胞を誘導するための中間体の細胞として有用であると考えられる。 
 審査委員会では、主査（澤本和延教授）より、「NCC の誘導の際に用いた p75 表面マー
カーについて知るところ」、「誘導した細胞の Stemness の証明について」、「MSC を将来
の移植治療として用いる際に、ヒトのプライマリーMSC でなく iPS 細胞から誘導した MSC
を用いる利点について」、「この iPS 細胞から NCC、MSC を誘導する方法は細胞治療以外
にどのようなことに有用であるか」など８項目、第一副査（飛田秀樹教授）より、「本研
究の一番の Novelty について」、「誘導の際に出現した p75 陰性の細胞集団について」、
「誘導の際に細胞の扱いで気をつけた点」、「誘導した NCC および MSC の段階において
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